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研究 ノー ト
核磁気共鳴(NMR)に よる蛋 白質 と
リガン ドとの相互作用の解析
1.は じめ に
蛋白質研究所 は、吹 田キャンパスにあ り、核磁気共鳴*装 置(NuclearMagneticResonance,NMR)
が現在7台 設置 されている。低 温セ ンターか らは、このNMR装 置に充填する液体ヘ リウムを供給
して頂 いてお り、逆 にこち らか らは、NMRか ら蒸発 した気体ヘ リウムを低温 セ ンターに返却する
というサイクル を繰 り返 してい る。液体ヘ リウムを使用す る目的 は、NMR装 置が超伝導 を利用 し
て磁力 を作 り出 しているか らである。超伝導 でない タイプも存在す るが、 これは発熱量が多 く、生
物系で活用する比較的大型 のNMRは 、ほ とんど全 て超伝 導 タイプである。 ここには800MHzと い
う超高磁場 型 も設置 され てい るが、 この タイプは、通常の液体 ヘ リウムの温度 である4Kで も超
伝導 を維持するのが難 しく、液体ヘ リウムをポ ンピングによ り蒸発 させて さらに2度 低 い、2Kま
で超伝導 コイルを冷 や している。そのため、液体ヘ リウムの消費量 は、他の通常のNMRよ りもさ
らに多 く、低温セ ンターか ら安価 に供給 して頂いてい る液体ヘ リウムは、本当に有難い ものであ る。
低温セ ンターを利用 される方 には、生物系 の方 は少ないか もしれない。 ましてや、NMRで 蛋 白
質 を解析す る分野 は限 られてい るので、なるべ く分か りやす く研 究の説明 を以下 に したい。
2.立 体 構 造 の 決 定
蛋 白質*をNMRで 研究す るといって も、いろいろなサ ブ分野が存在す る。私が ここで研究 して
い ることは、蛋白質の立体構造 を決定する ことと、蛋白質 と他 の分子(リ ガン ドと呼ぶ)が どのよ
うに して結合するかを調べ る ことであ る。 まず前者 の 「NMRで どうして分子 の立体構造 が決定で
きるのか」 という点 についてである。 まず、NMRで スペク トル を測定す ると、各原子(特 に水 素
原子核)か らそれぞれ一本ずつの ピークが観測 され る。 もちろん、蛋 白質には、数千 もの水素原子
核が存在す るので、通常スペク トルは複雑極 ま りない ものになる。 しか し、平面 図 よりも立体図の
方が分か り易いの と同 じ理由で、1次 元 よりも図1の ような2次 元(iH-15N相 関スペ ク トル)、 そ
して3、4次 元 と次元数 を増や してい くことによって、解析 が可能 になる。い ろいろな手法 を活用
す ることによって、全 ての ピークが どの水素原子核由来のものか を帰属で きる。次 に、 どの核 と核
とが空間距離が近いか を測定す る。 これには、図2の ような核磁気双極子 どうしの相互作用 を示す
NOESYス ペ ク トルを解析 す る。 これが、NMRで 立体構造 を組 み立 てる鍵 情報であ る。 この空間
距離は、別 に化学結合 で結 びついた核 どうしである必要 はない。 図2のA、B核 の ように引 き延
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図2
ばす と遠 くに離 れた核 どうしで も、立体構造 を形成 している時 に、お互 い空間的 に近 くに存在すれ
ば、観測 されるのである。この距離情報以外 に も角度情報 も得 られるが 、立体構 造の決定 にもっ と
も貢献す るのは距離情報である。あいに く、 この距離情報 は二つの水素原子核が5A以 内 とい う近
くに来た時 にしか観測 されない。つ まり、大 きな蛋 白質分子の端 と端 の距離 までは分か らないので
ある。 しか し、た とえ短い距離情報で も、図3の 細 い線 で示す ように数千個 も集めると蛋白質の立
体構造 をほぼ決定 して しまうほ どの寄与 になる。
図3
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3.相 互 作 用 部 位 の 決 定
数千 もの蛋白質の立体構造が決定 された現在、興味 の対象 は、 これ らの蛋白質が どのようなし く
みでお互 いに作用 しあい、情報 を伝達 した り、酵素 としての機能を発揮 しているか とい う問題に移
りつつある。NMRは 、溶液状態のまま測定す るので、相互作用する蛋 白質 とリガン ドを混ぜ合 わ
せて測定する と、両者が結合 した り解離 した りしている平衡状態 その ままを観測で きる非常 に便利
な分光器である。相互作用部位 を調べ る方法で もっともよ く用い られ るのは、「化学 シフ ト摂動法」
と呼ばれる方法である。 これ には、 リガ ン ドが ない状態 と、混在 している状態の2つ のスペ ク トル
をとり、両者 を比較す る。通常、観測す る対 象である蛋 白質側 は、15Nな どの安定 同位体 で ラベル
されてお り、一方、 リガン ドはラベル されていない。そ こで、特殊な測定 により、追加 されている
リガン ドか らの シグナル を見ず に、蛋 白質側 の各ア ミノ酸 のア ミ ド基(エH一玉5N)か らのシグナルだ
けを選択的 に観測す ることがで きる。 リガン ドを加 えた時 にピークが移動 していれば(=化 学 シフ
ト値が リガン ドにより摂動 を受 けていれば)、蛋 白質 とリガン ドが相互作用 している可能性が高 く、
また、動いた ピークが どのア ミノ酸由来であるか を立体構造 上 にプロッ トすることにより、その リ
ガン ドが蛋白質の どの箇所 に結合 したかが分 かる。単 に相互作用 したか どうかだけでな く、立体構
造上の どの箇所が相互作用部位 であるかを決定で きる点が特徴 的である。 さらに、加 える リガン ド
の量 を滴定すると、相互作用の強 さを定量的に決定す ることもで きる。
もう一 つ最近だんだん使用 されるようになって きた方法は、 「飽和転移法」である。 これ には、
図4に 示す ように、 リガ ン ド側 はラベル されていないが、観測す る蛋 白質側 は、重水素(2H)と
15Nと い う少々特殊 なラベ ル法が必 要である。両者 を混ぜ た状態 でNMR中 で電磁波 を照射 し、 リ
ガ ン ド側だけ を磁化が飽和 した状態 にもってい く。す ると、1-2秒 かけて、その飽和状態が蛋 白
質側 にも伝 わってい くので、その様子 を観測す ると、磁気飽和 した リガ ン ドに近い部位 ほ どよ く飽
和 していることか ら、相互作用部位が同定で きる。
ラベルなし 壌5N ,2Hで ラ ベ ル
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C塙 のみを照射
G2Hは 影響なし
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上記二つの方法 は、それぞれ長所短所がある。「化学 シフ ト摂動法」 は簡単で はあるが、 リガ ン
ドが結合す ることによって蛋白質の立体構 造が変化 して しまう場合、その構造変化 によって化学 シ
フ ト値 も変化 するため、実際の相互作用部位 と異 なる部位 を同定 して しまうことがある。一方、「飽
和転移法」は、その ような構造 変化 に対 して比較的強いが、 ラベル体 を作成す るのにある程度コス
トと手間がかかる。最近、筆者 らは、複合体 の立体構 造 を予測す るシミュレーションのアル ゴリズ
ムに、後者 の 「飽和転移法」 を利用 した[1・2]。その理由は、 「化学 シフ ト摂動法」 は、相互作用部
位 を示すだけで、摂動 の大 きさと、 リガン ド蛋白質問距離 との問には相関が ないか らである。 コン
ピューターシ ミュ レーシ ョンで は、何 らかの力 を作 成 して リガン ドと蛋 白質 を近づけてい き、最終
的 に複合体の構造 に持 ってい く。 「飽和転移法」で は、蛋 白質側 の飽和の程度 を、 リガ ン ドと蛋 白
質 をサ イバー内で近づ けるための力 に変換することが出来るのである。
4.方 向 情 報 の 決 定
上の章 で、NMRで 蛋 白質の立体構 造 を決定する場合 の鍵 となる情報 は、5A以 内 とい う非常 に
局所的な距離情報であることを述べ た。例 えば細長い分子の立体構造 を決定 したい場合、各距離情
報の誤差が積 もり重なる と、実際 にその分子の両端の距離な どには大 きな くるいが生 じて くる。 ま
た、 ドメインと呼 ばれる構造の塊が繋がったような立体構造 の場合、両 ドメイ ン間の距離が5A以
内 にある とい う保証はない。その場合、両 ドメインの相対 配置 をNOEス ペ ク トルか ら決定するこ
とは非常 に困難 になって くる。
ところが、最近、 この問題 を克服す るような方法が考 え出 された。 これには、蛋 白質 をNMRの
静磁場 中で配向させ る必要がある。双極子相互作用 とい う値 を測定す る と、その値が核問結合 と静
　
磁場 との問の角度に依存す ることか ら、 もし、立体構造がすでに分 かっていると、逆 に分子全体が
どの向 きに配向 しているか を決定することが出来 る。 この方法 により、核酸の ような細長い分子 の
立体構造 もさらに精度良 く決定することがで きるようにな り、 また、 ドメイン間め相対配置 も解析
できるようになって きた。
筆者 らは、 この方法 を溶液内で相互作用 してい る蛋 白
質 とリガ ン ドの系 に適用 した。複合体 を静磁場中で配向
させ るために、サ ンプルにバ クテ リオフ ァージの外殻の
蛋白質 を加 えた['・2]。これは、 さやの ような細長 い形 を
してお り、それ 自身が棒磁 石の ような働 きを して(反 磁
性磁化率の強い異方性 による)静 磁場 に平行 に配向する
性質 をもつ。観測の対象である蛋 白質 リガン ド複合体(図
5の 小 さい球)は 、 このファージ蛋 白質に拡散 によって
ぶつか っている うちに、確率的 に静磁場方向に対 して配
向す る。 ファージ蛋白質以外 にも、図5の デ ィス ク形 を
したポ リエチ レングリコールを材料 とした液晶 を、対象
を配向 させ るための媒体 として利用 し、同様の結果 を得 図5
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た。そ して、複合体の状態で、双極子相互作用値 を測定 し、蛋 白質 とリガ ン ド、それぞれが静磁場
に対 してどの方向に向いているか を決定で きた。これは、蛋白質とリ幽ガン ドの複合体 における相対
方向 を決定 したことになるので、非常 に有用 な情報である。
5.複 合 体 構 造 予 測 の た め の シ ミ ュ レー シ ョ ン
さて、複合体 のそれぞれの要素である単量体 の立体構造が既知である場合 に(図6の 最上段)、
複合体 の立体構造 を予測す るための情報が2種 類揃 った ことになる。一つは、蛋 白質 とリガン ドが
お互いにどの部位 に結合す るか とい う情報 で、これは、飽和転移法の解析 で得 た(図6の3段 目)。
もう一つは、複合体 を形成 してい る時の蛋 白質 とリガン ドの相対方向で、 これは、液晶などの配向
媒体中で双極子相互作用値 を解析することによ り得た(図6の2段 目)。コンピューターシ ミュ レー
シ ョンのプログラムは、以下の手川頁になる ように開発 した[周 。1、 蛋 白質 とリガン ドを離 した状
態で、 しか し、相対方向が双極子相互作用 の実験値 を再現するような方向に置いた。2、 飽和転移
をシミュ レーシ ョンし、計算値 と実験値 との違いを見た。3、 その違いの大 きさが小 さくなるよう
に、力場 を発生 させ、蛋白質 とリガン ドを近づけた。ただ し、相対方向は、最初 の双極子相互作用
値 による方向を維持 している。4、 飽和転移の シミュレーシ ョン値 と実験値が もっとも一致する配
置 を探索 した(図6の 最下段)。5、 蛋白質の主鎖 の配置 を維持 した まま、側鎖 の方向だけを、蛋
白質 とリガン ドが立体構造的に もっともフィッ トす るように分子動力学 により調整 した。
以上の方法 によ り、すで に複合体の立体構造が分かってい るCAD-ICADと 呼 ばれ る蛋 白質蛋 白
質複合体 について、実際の立体構造 と全 くといって よいほ ど同一の複合体の立体構造がシ ミュ レー
ションにより予測で きた(図7)。 今後 は、これ をさまざまな例 に適用 し、 さらなる開発 をしてい
くことに より、アルゴリズムとしての成功率を上げていかなければならない。
この数年で、結晶構造解析やNMRに よ り多数の蛋 白質の立体構造が決定 されて きてい る。 しか
し、その大半 は、単量体 としての蛋 白質である。蛋 白質は生体 内で、他の蛋 白質、核酸、有機無機
分子 などと相互作用 し、触媒的な作用 を行 うことによって、その機能を発揮 している。 また、他の
分子 といっ しょになって、生体 の構造 その ものを形作bて いる。つ ま り、単量体 の次 は、複合体の
立体構造情報が必要なのである。 しか し、生体内の相互作用 は必ず しも強い ものばか りでな く、非
常 にソフ トな もの も多い。む しろ、それだか ら、酵素作用が不必要 になった時 に、フィー ドバ ック
により瞬時 にス トップす ることも可能なのである。その ような弱い相互作用の場合 、複合体 として
の立体構造 を結 晶解析 やNMR、 電子顕微鏡な どで直接的 に観測す ることは難 しい。 しか し、上記
の ようなNMRか ら得 られる間接的な情報(相 互作用部位 と相対方向)と 、それをシ ミュ レー トす
るアル ゴリズムによ り、 ソフ トな相互作用 における複合体 の構造解析 も可能になって くる と考 えて
いる。
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用 語 説 明
核磁気共鳴
水素原子核 などを静磁場中に置 くと、エネルギー的に安定 な αス ピンと不安定 なβスピン状態
に2分 裂す る。そのエ ネルギー差 に相 当す る周波数(レ ・ △E脇)の 電磁波 を当て ると、両ス
ピン状態 の問に共鳴現象がお きる。 また、エネルギー差 に相当する周波数でス ピンが歳差運動 し
ていると仮定 し、そのス ピンの回転角速度 ωの位置にNMRピ ークが出る と考えて もよい。
蛋白質
生体 を構 成する主要成分の一つで、遺伝子DNAの 設計図 に基づいて、20種 類 のア ミノ酸か ら
構成 される。構成物 としての機能の他、触媒的な作 用、情報 を伝達す る媒体 としての機能な どさ
まざまな機能 をもつ。20種 類 のアミノ酸が どの ような順番で並ぶかによって、すで に立体構造が
決 まる。蛋白質がそれぞれの機能を発揮できるのは、基本的 にはこの特有の立体構造 のためである。
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